Genotypes of kappa-casein gen in creole cattle of Bambamarca district (Cajamarca, Peru) by Almeyda R., Marcos et al.
82
Rev Inv Vet Perú 2016; 27(1): 82-90
http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v27i1.11452
Genotipos del Gen Kappa-Caseína en Ganado Bovino Criollo del
Distrito de Bambamarca, Cajamarca, Perú
GENOTYPES OF KAPPA-CASEIN GEN IN CREOLE CATTLE OF BAMBAMARCA DISTRICT
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RESUMEN
El presente estudio tuvo como objetivo determinar la frecuencia alélica y genotípica
del gen kappa-caseína (κ-CN) en ganado bovino criollo. Se recolectaron 48 muestras de
sangre de bovinos de nueve centros poblados del distrito de Bambamarca (Cajamarca,
Perú). Se extrajo el ADN y la genotipificación se realizó mediante análisis de RFLP-PCR
del gen κ-CN. Las frecuencias genotípicas encontradas fueron de 0.56, 0.27 y 0.17 para
los genotipos AB, AA y BB, respectivamente, en tanto que las frecuencias alélicas resul-
taron ser de 0.552 y 0.448 para los alelos A y B, respectivamente. Se concluye que los
animales evaluados presentan una baja proporción de individuos con el genotipo desea-
do BB, genotipo que favorece la producción de queso.
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ABSTRACT
The aim of this study was to determine the allelic and genotypic frequency of kappa-
casein gene (κ-CN) in creole cattle. For this purpose, 48 blood samples were collected
from animals in nine villages of the Bambamarca district, Cajamarca, Peru. DNA was
extracted and genotyping was performed by PCR-RFLP analysis of κ-CN gene. Genotype
frequencies of 0.56, 0.27 and 0.17 for the AB, AA and BB genotypes were found, while the
allele frequencies were 0.552 and 0.448 for alleles A and B respectively. It was concluded
that the tested group had a low proportion of individuals with the desired BB genotype
that favors the production of cheese.
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INTRODUCCIÓN
Los bovinos criollos del Perú represen-
tan un conjunto de poblaciones rústicas y
heterogéneas, localmente adaptadas a las
características difíciles del altiplano (Rivas et
al., 2007). Este tipo de ganado representa el
85% de la población nacional, y por sus ca-
racterísticas de rusticidad y adaptación a la
altura son parte fundamental de la ganadería
nacional (Rosemberg, 2002). Sin embargo, la
actual política de desarrollo ganadero propo-
ne el incremento de la productividad a partir
de la importación de reproductores con altos
índices productivos; animales que no se en-
cuentran adaptados a las condiciones ambien-
tales de los Andes del Perú, lo cual provoca-
ría un proceso de erosión genética con la pro-
bable pérdida de genes de resistencia y adap-
tación (Rivas et al., 2007).
Esta problemática impulsó que, en el
2003, el Instituto Nacional de Innovación
Agraria (INIA), a través de la Dirección
Nacional de Investigación en Recursos
Genéticos, intentara realizar la caracteriza-
ción morfométrica, productiva, bioquímica y
molecular del bovino criollo en algunas zonas
del país. No obstante, los estudios realizados
no incluyeron cuencas lecheras de gran im-
portancia en el país como aquella del depar-
tamento de Cajamarca, cuya producción de
leche es destinada principalmente a la elabo-
ración de queso.
La leche presenta una amplia gama de
nutrientes y que en conjunto forman un siste-
ma fisicoquímico relativamente estable
(Badui, 1990). Las proteínas de la leche se
dividen en dos grupos: las séricas (20% de la
proteína total), y las caseínas (80% del total).
El grupo de las caseínas está conformado por:
αS1-caseína, αS2-caseína, β-caseína y la κ-ca-
seína. Esta última constituye aproximadamen-
te el 13% de las caseínas totales y es la pro-
teína más estudiada, dado el rol que juega en
la industrialización de la leche, especí-
ficamente en la transformación de la leche
en queso (Solarte et al., 2007).
Se han descrito dos variantes alélicas
de la κ-caseína: A y B. Los bovinos heredan
de cada progenitor un alelo A o B confor-
mando de esta forma los genotipos
homocigotos AA o BB o el genotipo
heterocigoto AB (Medrano y Aguilar-
Córdova, 1990). Diversos estudios han de-
mostrado que el genotipo BB presenta ma-
yor proporción de κ-caseína y micelas más
pequeñas, las cuales retienen más sólidos al
momento de la coagulación para la produc-
ción de quesos, dando lugar a coágulos que
contienen más grasas y menos agua y, por lo
tanto, son más firmes para el procesamiento,
mejorando el rendimiento del queso (Requena,
2007).
El genotipo de las proteínas lácteas pue-
de determinarse a partir de distintos tipos de
muestras para obtener el ADN y por distin-
tas técnicas de genética molecular, dentro de
las cuales se señala la técnica de Reacción
en Cadena de la Polimerasa-Polimorfismo de
la longitud del fragmento de restricción (PCR/
RFLP) (Uffo et al., 2006). La PCR/RFLP
consiste en la amplificación molecular de una
región del gen, seguida de la digestión con
una enzima de restricción apropiada, permi-
tiendo la visualización de los fragmentos en
geles de agarosa (Clark, 1992). Con la PCR-
RFLP se puede identificar variantes alélicas
de forma rápida en muestras de sangre de
animales de cualquier sexo, edad o estado
fisiológico, constituyendo una herramienta útil
para la identificación de genotipos (Cervantes
et al., 2007).
El presente trabajo buscó determinar las
frecuencias alélicas y genotípicas del gen
kappa-caseína (κ-CN) en una muestra de ga-
nado bovino criollo del distrito de
Bambamarca, departamento de Cajamarca.
Esta zona es la principal productora de queso
en el norte del Perú (Infolactea, 2009).
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MATERIALES Y MÉTODOS
Lugar de Estudio y Animales
La colección de muestras se realizó en
el mes de marzo de 2010 en nueve centros
poblados del distrito de Bambamarca, pro-
vincia de Hualgayoc, departamento de
Cajamarca. Los centros poblados fueron La
Vizcacha, El Tambo, El Capulí, Pampa Gran-
de, Maygasbamba, Cuñacales, San Antonio,
Tallamac y Llaucán. La zona de estudio se
encuentra ubicada a más de 2500 msnm.
Se recolectaron muestras de sangre de
48 bovinos criollos seleccionados al azar, no
emparentados y sin distinción de sexo o edad.
Las muestras de sangre se tomaron median-
te punción de la vena yugular empleando tu-
bos Vacutainer® de 3 ml conteniendo K2
EDTA al 15%. Las muestras fueron conser-
vadas a -20 °C y transportadas al laborato-
rio para su procesamiento.
Análisis de las Muestras
Para la extracción de ADN se utilizó
un kit comercial (DNeasy® Blood & Tissue
Kit, QIAGEN®), basado en la purificación
de ADN en columnas con membrana de
sílica. Con base a la secuencia de la proteína
κ-caseína, se amplificó un fragmento de 350
pares de base (pb). Para tal fin, se emplea-
ron los cebadores JK5 y JK3 (Trujillo et al.,
2000). Los componentes de la mezcla
estándar de PCR y volumen final se mues-
tran en el Cuadro 1.
Las condiciones empleadas para el PCR
fueron: una etapa de desnaturalización inicial
a 94 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de
desnaturalización (94 °C por 45 s),
hibridización (63 °C por 1 min) y extensión
(72 °C  por  1 min)  y  una  extensión  final  a
72 °C por 10 min.
Para la digestión del fragmento amplifi-
cado se utilizó 15 µl del volumen de la reac-
ción de PCR, al cual se le adicionó 0.6 µl (10
U/µl) de enzima de restricción Hinf I, 2.25 µl
(10X) de Buffer B y 4.65 µl de agua
desionizada. Esta mezcla fue incubada du-
rante 2 h a 37 °C en baño maría. Los frag-
mentos digeridos fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 2% en
buffer TBE 0.5 X a 100 V por 2 h. Para la
visualización de los fragmentos, el gel fue te-
ñido por inmersión en una solución de bromuro
de etidio (1 µg/ml) y visualizado en un
transiluminador UV. Para la estimación del
tamaño de los amplicones se utilizó un mar-
cador de peso molecular de 100 pb.
Cuadro 1. Concentración y volumen de los componentes de la mezcla estándar de PCR 
 
Compuesto Concentración stock Concentración en la mezcla estándar 
Volumen de la 
mezcla estándar 
Multiplex PCR 
Master Mix 2X  - - 10 µl 
Cebador JK 3 100 µM 10 µM 0.2 µl 
Cebador JK 5 100 µM 10 µM 0.2 µl 
Agua - - 7.6 µl 
ADN 50 -100 ng/µl 5 - 10 ng/µl 2 µl 
Volumen final de 
mezcla estándar   20 µl 
Multiplex PCR Master Mix 2X (QIAGEN®): MgCl2, dNTP, Buffer de PCR, Taq polimerasa y Q-Solution 
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Análisis de Resultados
Se determinó el genotipo de los anima-
les muestreados mediante recuento simple
(conteo directo). Luego se procedió al cálcu-
lo de las frecuencias alélicas y genotípicas y,
por último, se determinó si los animales
muestreados estuvieron en equilibrio Hardy-
Weinberg, mediante la prueba χ2 (Chi cua-
drado), según la cual: χ2 =  (O - E)2/E, don-
de O = Número de individuos observados, y
E = Número de individuos esperados.
RESULTADOS
El producto amplificado por PCR co-
rrespondió a un fragmento de 350 pb del gen
de la κ-caseína del cromosoma 6 de bovino.
Este fragmento amplificado digerido con la
enzima de restricción Hinf I permitió la dife-
renciación genotípica del ganado bovino crio-
llo. Para el genotipo AA se obtuvieron dos
bandas, la primera compuesta por dos frag-
mentos de 134 y 132 pb y la segunda cons-
Figura 1. Reacción de restricción mostrando las variantes alélicas de la κ-caseína en geles de
agarosa al 2%. Mw: Marcador de peso molecular, carriles 1 a 4 corresponden a la
forma homocigota AA, carril 5 corresponde a la forma homocigota BB y carril 6 a la
forma heterocigota AB. El alelo A esta representado por los fragmentos de 134/132 y
84 pb, en tanto que el alelo B por los fragmentos de 266 y 84 pb
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Cuadro 2. Frecuencias genotípicas observadas y esperadas del gen de la κ-caseína en 
bovino criollo del distrito de Bambamarca 
 
Genotipo Observado Esperado 
 Frecuencias Genotípicas 
Número de 
individuos 
Frecuencias 
Genotípicas 
Número de 
individuos 
AA 0.27 13 0.30 14 
AB 0.56 27 0.50 24 
BB 0.17 8 0.20 10 
Total 1 48 1 48 
 
tituida por un único fragmento de 84 pb, para
el genotipo BB se obtuvieron dos bandas de
266 y 84 pb y para el genotipo AB se obtu-
vieron tres bandas cuyos pesos moleculares
fueron de 266, 134/132 y 84 pb (Fig. 1).
Las frecuencias genotípicas observadas
correspondieron en un 56.3% (27/48) al
genotipo AB, 27.0% (13/48) al genotipo AA
y 16.7% (8/48) al genotipo BB. Asimismo,
las frecuencias alélicas obtenidas fueron de
55.2% para el alelo A y de 44.8% para el
alelo B. En base a las frecuencias alélicas se
calcularon las frecuencias genotípicas espe-
radas y el número de individuos esperados
(Cuadro 2).
Los animales muestreados se encontra-
ron en equilibrio de Hardy Weinberg (no hay
diferencia significativa entre los valores ob-
servados y esperados) con un valor de χ2 =
0.846 con 1 grado de libertad (p>0.05) (Cua-
dro 3).
DISCUSIÓN
Los genotipos de la κ-CN se relacionan
con el contenido de caseína total de la leche,
el cual a su vez se correlaciona con el rendi-
miento quesero (Van den Berg et al., 1992;
Walsh et al., 1998). Si bien no se han realiza-
do estudios sobre esta correlación en ganado
bovino criollo, se presume que el gen de la κ-
CN ejercería los mismos efectos en el bovi-
no criollo peruano, tal como se ha sugerido
en algunos estudios sobre determinación de
frecuencias alélicas y genotípicas de la κ-CN
en ganado bovino criollo de otros países lati-
noamericanos (Poli et al., 2005; Uffo et al.,
2006).
La aparente baja frecuencia del
genotipo BB en los animales muestreados
indicaría que la selección de estos animales
ha ido favoreciendo al alelo A y, por consi-
'
Cuadro 3. Calculo del χ2 (Chi Cuadrado) 
 
Genotipo N° de individuos observados (O) 
N° de individuos 
esperados (E ) (O - E)
2/E 
AA 13 14 0.,071 
AB 27 24 0.375 
BB 8 10 0.4 
χ2 =    (O – E)2/E = 0.071 + 0.375 + 0.4 = 0.846 
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guiente, generando el incremento del número
de animales con genotipo AA, posiblemente
como consecuencia de endogamia o de se-
lección de otra característica relacionada al
rendimiento quesero, como la producción de
litros de leche (Trujillo et al., 2000).
La frecuencia del alelo B en las mues-
tras evaluadas resultó inferior a las frecuen-
cias reportadas en el criollo venezolano (Ro-
jas et al., 2009); similar a las encontradas en
los criollos de Ancash (Rivas et al., 2007) y
Junín (Veli y Rivas, 2010) en el Perú, y en los
criollos uruguayo (Postiglioni et al., 2002) y
tropical mexicano (Cervantes et al., 2007).
Asimismo, superior a las frecuencias repor-
tadas en el criollo argentino (Poli et al., 2005),
colombiano (Naranjo et al., 2007), cubano
(Uffo et al., 2006) y en los de Pampas de
Lampa y Mesapampa, Ancash (Veli et al.,
2004).
En estudios realizados en bovinos Jer-
sey, raza cuya leche se caracteriza por su
alto rendimiento quesero, se reporta una fre-
cuencia superior al 77% del alelo B de la κ-
CN (Grosclaude, 1988; González de Llano,
1990). Estos resultados al ser comparados
con los obtenidos en el presente estudio po-
drían evidenciar que la leche del bovino crio-
llo de Bambamarca posee en baja propor-
ción el rasgo cuantitativo que favorece la
manufactura quesera. Es posible que la baja
frecuencia del alelo B pueda deberse a los
programas de mejoramiento genético utiliza-
dos en la zona, con el empleo de insemina-
ción artificial con semen de toros de razas
importadas (Yanacocha, 2014), principalmen-
te Holstein o Brown Swiss, caracterizadas
por presentar una elevada frecuencia del alelo
A del gen de la κ-CN (Formaggioni et al.,
1999).
Los animales muestreados se encontra-
ron en equilibrio Hardy-Weinberg (H-W),
aunque este resultado podría estar afectado
por el bajo número de muestras utilizado. De
ser correcto el resultado, estaría indicando la
no selección de animales en base al rendi-
miento quesero, el apareamiento de los ani-
males en forma aleatoria, la ausencia de mu-
taciones en los individuos de la población o la
no introducción de bovinos de raza importa-
da (Lorenzano, 2008). Caso contrario, de no
encontrarse en equilibrio, esto podría ser ori-
ginado por la introducción de genes de gana-
do importado (generalmente a través de in-
seminación artificial), por la ocurrencia de
apareamientos dirigidos o por el muestreo de
animales emparentados (Cervantes et al.,
2007). Por ello, sería necesario realizar estu-
dios más amplios para confirmar la real si-
tuación del ganado de esta zona.
El kit para la extracción de ADN per-
mitió una concentración de 50 a 100 ng/µl de
ADN. Otros estudios realizados en la misma
especie (Trujillo et al., 2000; Naranjo et al.,
2007; Rosero, 2009) utilizaron el método de
extracción de Salting Out, el cual, a diferen-
cia del kit empleado, requiere un mayor tiem-
po de acción por parte de la proteinasa K (1
a 3 horas, dependiendo del protocolo), lo que
prolonga el tiempo total de la extracción de
ADN (Villafañe y Posso, 2009; Riera et al.,
2011).
La técnica de PCR-RFLP permitió de-
terminar el genotipo de la κ-CN en todas las
muestras (48/48), de manera similar a otros
reportes (Trujillo et al., 2000; Darshan et al.,
2008; Rojas et al., 2009) donde se utilizaron
el mismo par de cebadores. Esta técnica
muestra ventajas frente a otros métodos em-
pleados para la selección de ganado como
puede ser la prueba de progenie (evaluación
del individuo en base a la producción de las
hijas) (FAO, 1981; Ochoa, 1991) o el estudio
del perfil electroforético de las proteínas lác-
teas (Vreeman et al., 1977). En el caso de
las pruebas de progenie, seleccionar toros con
el genotipo deseado (κ-CN BB) demandaría
entre 6 y 7 años (Medrano y Aguilar-Córdova,
1990; Azevedo et al., 2008), lo cual hace
poco práctico establecer programas de se-
lección conducentes a incrementar la fre-
cuencia génica del alelo deseado en la pobla-
ción. Asimismo, la caracterización genotípica
en base a la realización de perfiles
electroforéticos de las proteínas de la leche
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solamente puede realizarse en hembras en
periodos de lactancia (Felmer y Butendieck,
1998).
El lugar de muestreo destaca por su ele-
vada producción de derivados lácteos, esen-
cialmente de queso (MINAG, 2009). Este
aspecto es el que diferencia el presente estu-
dio de otros realizados en el país por INIA en
Ancash, Ayacucho y Junín (Veli et al., 2004;
Rivas et al., 2007; Veli y Rivas, 2010), de-
partamentos que a diferencia de Cajamarca
no destacan por ser cuencas lecheras (Santa
Cruz et al., 2006).
CONCLUSIONES
El genotipo AB de la κ-CN fue el más
frecuente (56.3%) y el alelo A de la κ-CN el
más elevado (55.2 %) en el bovino criollo de
Bambamarca.
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